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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichteh Unterlagen entnommen 

(3) Verfahren und Anordnung zur Geratekonfiguration von konfokalen Mikroskopen 

(57) Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur Gerate- 
konfiguration von konfokalen Mikroskopen, vorzugswei- 
se von Laser-Scan- Mikroskopen, bei denen Laserlicht mit 
einer oder mehreren Spektrallinien erzeugt und auf eine 
Probe (16) gerichtet wird, die einen Fluoreszenzfarbstoff 
enthalt oder auf die ein Fluoreszenzfarbstoff aufgebracht 
ist. - 

Dabei werden die ExcitationsweNenlangen und die Emis- 
sionswellerilanyen verschiedener -Fluoreszenzfarbsloffe 
in getrennten Datensatzen erfa&tund diese in einem Da- 
tenspeicher (34) abgelegt. Ebenso werden die mit dem 
Mikroskop einstellbaren Laserspektren, die auf die Probe 
(16) zu richten sind, und die mit den vorhandenen Filtern 
erzielbaren Transmissionsspektren in Datensatzen erfa&t 
und diese Datensatze gespeichert. 

Aus einer rechnerischen Verknupfung dieser Datensatze 
werden Vorgaben fur die Konfiguration des Mikroskops 
ermittelt. 
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Beschreibung 

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur Gerate- 
kon figuration von konfokalen Mikroskopen, vorzugsweise 
von Laser- Scan-Mikroskopen, bei denen Laserlicht mil ei- 
ner oder mehreren Spektrallinien erzeugt und auf eine Probe 
gerichtel wird, die ein en Fluoreszenzfarbstoff enthalt oder 
auf die ein Fluoreszenzfarbstoff aufgebracht ist, wobei das 
von der Probe reflektierte und/oder eniitiierte Licht einer 
Bildauswertung zugrunde gelegt und die Qualitat der Bild- 
auswertung .beeinfluBt wird, indem Filter oder Filterkombi- 
nationen in den Mikxoskopstrahlengang eingebracht wer- 
den, die der Emissions wellenlange des Fluqreszenzfarbstof- 
fes entsprechen. Die Erfindung bezieht sich weiterhin auf 
eine.Anordnung zur Durchfuhrung dieses Verfahrens. 

Die Konfokalinikroskopie bietet als spezielle Weiterent- 
wicklung der Lichtmikroskopie die Moglichkeit, nicht nur 
Mikrostrukturcn hohcr aufzuloscn, sonde rn dicsc auch in 
der Z-Koordinate des Raumes abzubilden und zu vemies- 
sen. Das hat dazu gefuhrL daB neben den klassischen Kon- 
trastierverfahren Hellfeld, Phasenkontrast und Interferenz- 
kontrast zunehmend die Fluoreszenztechnik in den Mittel- 
punkt des Interesses des optischen Feingeratebaues und der 
Wis sense haft .geriickl ist. . . . ' , 

Bei der Fluoreszenztechnik wird da von ausgegangen, daB 
unterschiedliche Fluorochrome, deren Anregungs- und 
Eniissionswellenlangen in verschiedenen spektralen Ban- 
dern liegen. die Darstellung von .Strukturen gleichzeitig in 
mehreren Farben erlauben. So konnen in Abhangigkeit von 
den spektralen Eigenschaften verschiedener Farbstoffmole- 
kiile neben niorphologischen Inform ati one n auch Aussagen 
liber physiologische Parameter gewonnen werden. 

Wird das Konfokalmikroskop fur fluorometrische Verfah- 
ren genutzt, lassen sich Aufschlusse uber Veranderungen der 
Konzentration von Ionen und Molekulen ableiten. Dabei 
sind auch Indikatoren von Bedeutung, die zusatzlich zur In- 
tensity sabhangigkeit eine Verschiebung des Anregungs- 
oder Emissionsspcktrunis zeigen und insofern eine Quantifi- 
zierung von Ionen konzentrationen . ermoglichen. Als Be- 
leuchtungsqucllen werden einzelne Laser mi t jeweils einer 
Wellenlange oder auch , 'Multi-Line''-Mischgaslaser mit 
mehreren nuizbaren Wellenlangen verwendet. 

Eine derarlige- Verfahrens weise- einschlieBlich der zuge- 
horigen Geratetechnik isi in den "Mitleilungen fur Wissen- 
schalt und Technik", Band II, Nr. 1, Seiten 9-19, Juni 1995 
beschrieben. Hier ist .ausfuhrlich dargelegt, daB entspre- 
chend den ini Bcleuchlungspfad durchgefuhrten MaBnah- 
men zur punkigenauen Objekibeleuchtung mit verschiede- 
nen Anregungs we II en lan gen in umgekehrter Richtung auch 
das Design des Detektionssyslcms der ErnissionswclJen- 
Binge ungepaBt sein muB. Dabei konimt es darauf an, die 
spektral unterschiedlichen Informationen aus genau demscl- 
ben Bereich einer Probe zu detcktieren und diese pixel genau 
zu registrieren und fur die Bildauswertung bereit zustellen. 
Nur dadurch ist die Aufnahme von 3D-Datensatzen mog- 
lich, die z. B. eine zuverlassige Zuordnung von raumlichen 
Zcll- oder Gcwcbcstrukturen innerhalb der Mikroarchitek- 
tur oder die Lokalisation inehrerer Genorte in Chromoso- 
men erlauben. 

Fur sequcnzielle Deiektionen, beispielsweise bei der Aus- 
weriung von Rellexionen und cmittierter Strahlung beim 
1 -i u ore szenz verfahren, werden als Anregungsstrahlteiler ini 
konfokalen Slrahlengang Neulralleiler und einfachdichroiti- 
sche Xeilerspiegel verwendet, wobei ein Tcilerwechsel zwi- 
schen aufcinandcrfolgcndcn Aufnahmcn erfordcrlich isi. 
/.ur Begrenzung der deiekiicricn liniissionsbiinder werden 
beispielsweise Sperrfiller gcninzt, wobei wahlweisc Lang- 
pass- und Bandpussliltcr /.ur Feinabsiininiung der spektralen 
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Trennung eingesetzt werden konnen. 

Alle Filterkomponenten sind dabei in motorisierten Fil- 
terradem montiert und stehen bei entsprechender Ansteue- 
rung durch Austausch gegeneinander. bereit. 

5 Die Aufzweigung des Emissionslichtes in mehrere Detek- 
tionskanale hat zwar den Vorteil, daB fur alle Detektoren Be- 
leuchturig- und Detektionslochblenden exakt kon.fokal an- . 
geordnet sind, jedoch erhohl sich mit der Anzahl der Detek- 
tionskanale die Anzahl der mog lichen Filterkombinationen. 

10 Das hat zur Folge, daB ein Anwender des Konfokalmikro- 
skops von einem Fluoreszenzfarbstoff exakt die Anregungs- 
und Emissions wellenlange kennen muB, um mit dem Mi- 
kroskop ein Bild der Probe bzw. das Bild einer ausgewahl- 
ten Ebene der Probe erstellen zu konnen. 

15 Die Erfindung nutzt beispielsweise den Effekt, demzu- 
folge die mit der Anregungs wellenlange in den Farbstoff 
eingestrahlte Energie in der Folge in eine Wellenlange nied- 
rigcrcr Encrgic transformicrt und wicder vora Farbstoff ab- 
gesirahlt wird. Dabei gelangen die Emissionsphotonen iiber 

20 die bereit s beschriebenen Spiegel, Filter und Farbteiler in 
den jeweiligen Detektionskanal und dort zu einem Photo- 
Multiplier (PMT), der sie detektiert, registriert und einer 
Bildverarbeitung zur Verfiigung stellt. 

Dabei ist der Weg, den jedes Photon von der Probe zu ei- 

25 nem der Detektoren nixmuL, von der Geriiteeinstellung ab- 
hangig, die der Anwender gewahlt hat. So ist es aufgrund . 
des subjektiven Einflusses moglich, daB der mit der gewahl- 
ten Geratekonfiguration fur die Photonen vorgegebene Weg 
richtig, ungiinstig oder falsch sein kann. 

30 Eine richtige Einstellung der Geratekonfiguration ist dann 
gegeben, wenn Laserlicht mit einer spektralen Zusammen- 
setzung gewahlt wurde, die der Anregungsstrahlung fur ei- 
nen in der Probe enthaltenen Farbstoff en tspricht, und wenn 
emissionsseitig die Farbteiler und Filter in den Mikroskop- 

35 strahlengang eingeschwenkt worden sind, deren Transmissi- 
onsspektrum der Emissionsweilenlange des Farbstoffes ent- 
spricht. 

Eine ungunstige, d. h. zwar funktionsfahige, aber nicht 
optimale Einstellung ist beispielsweise dann gegeben, wenn 

40 eine Laserkonfiguration gewahlt wurde, die zwar der Anre- 
gungsstrahlung des Farbstoffes entspricht, jedoch Farbteiler 
oder Filter in den Emissionsstrahlengang eingeschwenkt 
worden sind, die nur fur einen Teil des Emissionsspektrums 
durchlassig sind. Die Folge ist, daB den jeweiligen Detektor 

45 nur schwachere Signale als optimal moglich erreichen. Ei- 
nen ahnlichen Effekt hat die Aus want einer Laserwellen- 
lange, die nicht exakt der. Anregungs wellenlange des ge- 
wahlt en Farbstoffes entspricht. 

Eine ganz und gar false he Einstellung ergibt sich dann, 

SO wenn entweder anregungsseitig ein falscher Laser und/oder 
auf der Emissionsseite eine Spiegel- oder Filterkombination 
mit Transmissionsspektruin neben deni Emissionsspektrum 
gewahlt worden ist. Das hat zur Folge, daB das gesamte Sy- 
stem kein Bild erzeugen kann. 

55 Davon ausgehend liegt der Erfindung die Aufgabe zu- 
grunde ein Verfahren der vorbeschriebenen Art derart wei- 
terzubilden, daB fur den Anwender ohne Vorkenntnisse der 
optischen Zusamnicnhange bei geringem Zeitaufwand die 
Einstellung einer optimalen Geratekonfiguration fur einen 

60 ausgewahlten Farbstoff moglich ist. 

ErfindungsgeniaB wird die Aufgabe dadurch gelost, daB 
die Excitationswellenlangen und die Emissionsweilenlan- 
ge n verschiedener Fluoreszenzfarbstoffc in getrennten Da- 
tensatzen erfaBi und diese in einem Daicnspeicher abgelegt 

65 werden. Ebcnso werden die mil dem Mikroskop cinstellba- 
ren Laserspektren, die auf die Probe zu rich ten sind, und die 
mit den vorhandenen Filtern und/oder Spektralteilern erziel- 
barcn Transmissionsspektren in Datcnsatzen erfaBt und 
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diese Datensatze gespeichert. 

ErfindungsgemaB werden aus einer rechnerischen Ver- 
kniipfung dieser Datensatze Vorgaben fur die Konfiguration 
des Mikroskops ennittelt, indem durch die Verknupfung des 
Datensatzes. fur die Excitationswellenlange eines vorgege- 
benen Fluoreszenzfarbstoffes mil alien auswahlbaren Laser- 
spektren mindestens ein Laserspektrum ausgewahlt wird, 
das der Excitationswellenlange des vorgegebenen Fluores- 
zenzfarbstoffes entspricht. In dieser Weise wird auch durch 
. Verknupfung der Daten fur die Emissionsweilenlange dieses 
Fluoreszenzfarbstoffes mit den Daten der moglichen Filter- 
konibinationen das Transrnissionsspektrum ermittelt, wel- 
ches der Emissionsweilenlange des vorgegebenen Fluores- 
zenzfarbstoffes entspricht. 

Damit. wird das aus dem Stand der Technik bekannte sub- 
jektive Auswahlen von Laser- und Transmissionsspektren 
. . durch Verfahrensschritte ersetzt, die fiir jeden Fluoreszenz- 
farbstoff, dcsscn Excitations- und Emissionswcllcnlangcn in 
den betreffenden Datensatzen abgelegt sind, eine objektive 
Bestimmung und Vorgabe der zugehorigen Mikroskopkonfi- 
guration ermoglichen, Daruber hinaus wird auf diese Weise 
nicht nur die optimale, sondern auch eine schnellere aufga- 
) benbezogene Einstellung des Mikxoskops erzielt, als dies 

bei einer manuellen Verfahrensweise der Fall sein kann. 

In einer Ausgestallungsvariante der Erfindung werden die 
Excitationswellenlangem verschiedener Fluoreszenzfarb- 
stoffe in einem ersten Datensatz, die einstellbaren Laser- 
spektren in einem zweiten Datensatz, die Emissionswellen- 
langen der Fluoreszenzfarbfoffein einem dritten Datensatz 
und die einstellbaren Filter-Transmissionsspektxen in einem 
vierten Datensatz erf aBt und gespeichert. 

Im Ergebnis der rechnerischen Verknupfung des ersten 
und des zweiten Datensatzes wird mindestens eine Einstell- 
konfiguration fur das Spektrum der Laserstrahlung ermittelt, 
die der Excitationwellenlange eines vorgegebenen Fluores- 
zenzfarbstoffes entspricht. In gleicher Weise wird im Ergeb- 
nis der rechnerischen Verknupfung des dritten und des vier- 
ten Datensatzes mindestens eine Einstellkonfiguration fiir 
das FilterTTransmissiohsspektrunt ennittelt. die der Emissi- 
onsweilenlange des vorgegebenen Fluoreszenzfarbstoffes 
entspricht. 

Die einzclnen Datensatze konnen zu jeder Zeit erganzt 
bzw. berichtigt werden. Zwischen dem ersten und dritten 
j Datensatz hesleht insoweit eine Beziehung, als die gespei- 

cherten Dalen uber die Excilalionswellenlangen und die 
Emissions wellenlangen jeweils demselben Fluoreszenz- 
f arb si off zuz uordn e n si nd u nd j e wei 1 s bei A u fru f de s Fl uo- 
reszenzfarbstoffes zwecks Verknupfung zur Verfiigung s te- 
lle n-. 

Eine sehr bcvorzugle Ausgestaltung der Erfindung sicht 
vor, daB die Daten aller Datensatze jeweils als Kette von Bi- 
nardaten erfaBt werden und daB jeder Binarwert einer sol- 
chen Ketle einem bestinuntcn Abschnitt AX in ein und dem- 
selben Wellenlangenbcreich X\ bis X 2 zugeordnet wird. Da- 
beiwird ein Abschnitt AX immer dann durch einen Binar- 
wert "0" definiert, wenn die in diesem Abschnitt AX zu rnes- 
sendc Strahlungsintensitat unter einem Schwellwert y liegt. 
Andererseits wird ein Abschnitt AX, in dem die Strahlungs- 
intensitat iiber dem Schwellwert y liegt, mit einem Binar- 
wert "1" definiert. 

Fupdie Daten eines zur Beleuchtung der Probe dienenden 
La.serspckt.ru ms bedeutei das, daB alle innerhalb des Wellen- 
langenbereiches X\ bis X? liegenden Abschnitt AX. mit einem 
Binarwert "1" bewertei werden, in denen die Laserstrahlung 
mit einer uber dem Schwellwert y liegenden Intensity! auf 
die Probe gcstrahlt wird. Allen anderen AX innerhalb des 
Wellenlangenbereiches X\ bis X 2 , bei denen die Inlcnsilat 
unter dem Schwellwert y liegt, wird der Binarwert "0" zuge- 
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ordnet. 

Fiir die Daten der Excitationswellenlangen der Fluores- 
zenzfarbstoffe bedeutei das, daft lediglich die AX innerhalb 
des Wellenlangenbereiches \\ bis Xo mit einem Binarwert 
5 "1" bewertet werden, bei denen die Intensitat des auf die 
Probe gerichteten Laserlichtes iiber dem Schwellwert y 
liegt, bei dem mit Sicherheit eine Anregung des betreffen- 
den Fluoreszenzfarbstoffes erfolgt. Alle weiteren Teilberei- 
che AX, bei denen die Intensitat unter dem Schwellwert y 
10 . Hegt und insofem nicht mit Sicherheit zur Anregung aus- 
reicht, werden mit dem Binarwert "0". bewertet. 

Fiir die Daten der Emissionswellenlangen werden ledig- 
lich die AX des Wellenlangenbereiches X\ bis Xo 1TQt "1" be- 
wertet, fiir die bei * angeregtem Farbstoff eine Intensitat zu 
15 messen ist, die uber dem Schwellwert y liegt 

Bei der Bewertung von Filtern bzw. Filterkornbinationen 
wird nur dem Teilbereich AX ein Binarwert "1" zugeordnet, 
fur den bei cincr Strahlungsintensitat, die Liber dem Schwell- 
wert y liegt, die- betreffenden Filter bzw. Fillerkombinatio- 
20 nen transparent sind. Qagegen werden alle anderen Teilbe- 
reiche AX mit dem Binarwert "0" bewertet. 

Mit dieser Art der Datenerfassung entstehen fur alle zu 
speichemdeh Informationen Binarwertketten aus einer stets 
gleich groBen Anzahl von Binarwerten. Innerhalb einer je- 
25 den Kette ist die Anzahl der nebeneinander liegenden Binar- 
werte "1" ein MaB fiir die jeweilige Bandbreite. per Ort ei- 
nes Binarwert.es " 1 bzw. mehrerer nebeneinander liegender 
Binarwerte " 1" ist ein MaB fiir die Wellenlangen 

30 - die zur Anregung des Farbstoffes geeignet^sind (im 
ersten Datensatz Dl). . 

- mit denen eine Strahlung auf die Probe trifft (im 
zweiten Datensatz D2), . 

mit denen eine Strahlung von der Probe emittiert 
35 t . wird (im dritten Datensatz D3) und 

- fiir die ein Filter bzw. eine Filterkombination durch- 
lassig ist (im vierten Datensatz D4). 

Somit sind alle Binarwertketten dahingehend miteinander 
40- vergleichbaf, ob die in ihnen enthaltenen Binarwerte "1" 
gleiche oder verschiedene Wellenlangen bzw. gleiche oder 
verschiedene Spekiralbander reprasentieren, 

Wird bei spiels weise. die Binarwert kette der Excitations- 
wellenlange eines ausgewahlien Fluoreszenzfarbstotfes (er- 
45 ster Datensatz) mil der Binarwertkette einer ausgewalilten 
Einstellkonfiguration fiir ein Laserspektrum (zweiter Dalen- 
. satz) verglichen, so laBt sich aus den Orten der Binarwerte 
"1" in beiden Binarwertketten erkennen, ob die Bandbreite 
. des Laserspektrums die Bandbreite des Excitationsspek- 
50 trums leil weise, vollstandig oder gar nicht iiberdeckt. 

Fiir die Konfiguration des Mikxoskops ist dann lediglich 
eine Zuordnung der Binarwertketten der beiden Datensatze 
sinnvoll, in denen sich die One der Binarwerte "1" minde- 
stens teil weise, nach Moglichkcit jedoch vollstandig iiberr 
55 dec ken. 

Als Bewertungskriterium, ob ein Teilbereich AX mit ei- 
nem Binarwert "0" oder ein Binarwert "1" bewertet wird, 
dient die Strahlungsintensitat der auf die Probe treffenden 
Lasers trail lung, wobei bevorzugt der Schwellwert y bei 50% 
60 dieser Strahlungsintensitat vorgegebeh wird. 

In einer besonders bevorzugten Ausgestaltung der Erfin- 
dung ist vorgesehen, daB der Wellenlangenbcreich, der der 
Ermittlung aller Binarweriketten zugrunde zu legen ist, bei 
X t =30()nm beginnt'und bei X2=700nm endet. Weitcrhin ist 
65 bcvor/.ugt vorgesehen, daB jedeni Binarwert "0" oder M 1 " ein 
Teilbereich AX /ugeordnet wird, der einer Bandbreite von 
* 0.1 nm entspricht. 

Zur rechnerischen Auswahl eines geeignclen Laserspck- 



BNSDOCID: <DE,„ 19829944A1 I > 



DE 198 29 944 A 1 



irums isi erfindungsgeniaB vorgesehen, daB die Binarwert- 
ketie aus dem erslen Datensatz, die der Excitationswellen- 
lange cines vorgegebenen Fluoreszenzfarbstoffes entspricht./ 
nacheinahder mil alien Biharwerl.ket.ten des zweiten Daten- 
satzes durch eine "AND"-Funktion logisch verkniipft wird. 
Aus dieser Verknupfung enisle hen wiederum Biniirwertket- 
ten, von denen die Binarwertketie eniritielt und als Ergebnis 
regislriert wird, in der die meisien nebeneinander iiegenden 
Binarwerte "1" auftreien. Zur .Konfiguration des Mikro 
skops wird nun das Lasers pektrum vorgegeben, dessen Bi- 
narwertketie (aus dem zweiten Datensatz) zu dem registrier- 
ten Ergebnis, d. h. zu der Ergebnis-Binarwertkette mit den 
meisien nebeneinander Iiegenden Binarwerten "1" gefuhrt 
hat. ' ' '• ' - 

Zur Auswahl eines geeigneten Filter- Transmissionsspek- 
iruins wird die Binarwertketie aus dem dritten Datensatz, 
die der Emissionswellenlange des vorgegebenen Fluores- 
/.enzfarbstoffcs entspricht, nachcinandcr mit alien Binar- 
wertketten des. vierten Datensatzes durch n AND"-Funktion 
verkniipft. Auch hierbei entstehen im Ergebnis wieder Bi- 
narwerlketien, von denen diejenigen ausgewahlt werden, in 
denen inindestens ein Binarwert "1" auftritt. Von diesen Bi- 
narwertketten wird diejenige bestimmt und als Ergebnis re- 
gislrierl, bei der die meisien nebeneinander Iiegenden Binar- 
werle "1" auftreien. Zur Konfigurationseinstellung des Mi- 
kroskops wird nun die Fi It erkombi nation vorgegeben, deren 
Binarwertketie (aus dem vierten Datensatz) zu der regi- 
slrierl en Ergebnis-Binarwertkette gefuhrt hat. 

Aliernativ zur Erfassung der Daten in Form von Binar- 
wert ket ten und zur Ennittlung einer optimalen Konfigura- 
tion des Mikroskops durch "ANTD'- Verknupfung dieser Bi- 
narwerlketien ist es denkbar, analog zur Berechnung von 
Scliwingkrcisen in der Elektroteehnik das Laserlichl mil ei- 
ner disk re ten Wellenlange als EingangsgroBe fur einen 
Schwingkreis zu werten. Dabei konnen die Filter beispiels- 
weise durch RC-Glieder simuliert werden. Durch Variatio- 
nen von R (dem " Widersiandswert") und C (der "Kapazitat") 
wird die Qualitat einer Fotoemissipn fiir jede Konfiguration 
des Laser- Scan -Mikroskops errcchnet. und bewertet. Das Er- 
gebnis mit der hochsien Qualitat wird dan n als Konfigura- 
tion fiir die G c rat ecinslc Hung vorgegeben. Auf diese Weise 
konnen alle Konibinationen von Lichtwegen erfaBl und als 
Ergebnis die entsprechenden l ; ilicr b/.w. Farbtciler in den 
Mikroskops! rah len gang eingeschwenkt werden. 

Die Aufgabe der Erlindung wird weiterhin gelost durch 
ein konlokales Lasermikroskop mil einem Lasennodul zur 
Erzeugung einer Lasers t rah lung, die auf ein e Probe mil mi n- 
destens einc in Fluoreszenzfarbsioff gcrichiei isl und deren 
Spekirum vcranderbar ist und das fiber Filler unterschiedli- 
e he r 1 Vaii s n ti s si o n sspe k i re n ve rf Lig 1 , di 6 ' wah I we i se in' de in 
Slmhlengang des" von der Probe reflektierten und/oder cmit- 
tierien Lichies einschwenkbar sind. 

Dabei isl erlindungsgemaB vorgesehen, daB das Lasenno- 
dul und die Filler mil ansteuerbaren StelJeinrichiungen ver- 
bunden sind, daB ein Dalenspeicher fur Datensaize von Ex- 
citations- und Emissionswellenlangen der Fluoreszenzfarb- 
sloffc, fiir einen Datensatz von verschicdenen cinstellbaren 
Laserspektren und fiir einen Datensatz von verschicdenen 
cinstellbaren Transmissionsspeklren vorgesehen ist und daB 
weiterhin cine Rechenschaltunii zur Verknupfung dieser Da- 
iensatze vorhanden isl, deren Ausgang iiber cine Ansteuer- 
einriehiung mil den Sielleinriehiungcn verbunden ist. 

In der Rechenschallung isl cine "AND"- Verknupfung der 
Daien fiir die Exciiaiionswellcnlangen mil den Daten der 
mog lichen Laserspektren und cine "AND "-Verknupfung der 
Daten o'er Eniissionswcllenlanizcn mit den Daten der mogli- 
chen Transmissionsspeklren vorgesehen. 

In Ausgestaliungen des erlindungsgcinaBcn Lasermikro- 



skops kann das Lasennodul mehrere Ein- oder Mehrlinien- 
laser aufweisen, die separat ansteuerbar sind und/oder denen 
ein ansteuerbarer und durchstimmbarer Spektralfilter 
(AOTF) und/oder ein ansteuerbarer akust.o-optischer Modu- 
5 lalor (AOM) nachgeschaltet sind, die alsStelleinrichtungen 
dienen und durch deren Ansteuerung verschiedene Laser- 
spektren auswahlbar sind. 

Weiterhin ist. vorgesehen, daB mehrere Linienfilter und/ 
oder Spektralteiler auf Filterradern angeordnet und durch 
to Drehung dieser Rader gegeneinander aus tauschbar, sind. 

Die Erfindung soil nachfolgend an Hand eines Ausfufi- [ 
rungsbeispicles naher erlautert werden. In den zugehorigen 
Zeichnungen zeigen 

Fig. 1 ein Beispiel fiir die Bandbreite einer auf die Probe 
15 gerichteten Laserstrahlung einschlieBlich der zugehorigen 
Binarwertketie, 

Fig. 2 das Beispiel einer Binarwertketie fiir einen ausge- 
wahll.cn Fluoreszenzfarbsioff sowohl fiir die Excitations- 
wellenlange als auch fiir die Emissionswellenlange, 
20 Fig. 3 ein Beispiel fur das Transmissionsspektrum eines 
Filters mit zugehoriger Binarwertketie, 

Fig. 4 ein Beispiel fiir die logische Vefkniipfung der 
Spektren aus Fig. 1 und Fig. 2, 

Fig. 5 ein Beispiel fur die logische Verknupfung der 
25 Spekuren aus Fig. 2 und Fig. 3. 

Fig. 6 die prinzipielle Darstellung einer Mikroskopanord- 
nung'zur Durchfiihrung des erfindungsgemaBen Verfahrens. 

In Fig. 1 ist ein Diagramm dargeslellu auf dessen Ab- 
szisse der Wellcnlangenbereich ^ 1 =3G0nm bis ^2=700nm 
30 abgetragen ist. Diesem Bereich ist eine Binarwertketie zuge- 
ordnet, in der jeweils ein Binarwert "0" oder "1" einem Teil- 
bereich A?i entspricht. 

Auf der Ordinate dieses Diagramms ist die Strahlungsin- 
I en si tat in Prozent angegeben. Von deh den einzelnen Teil- 
35 bercichen zugeordncten Binarwerten werden nur die Bi- 
narwerte mit "1" definiert, bei denen eine Strahlung vorhan- 
den ist und diese Strahlung eine Iniensitat aufweist, die iiber 
einen Schwellwcrt y hinausgeht, wobei der Schwellwert y 
mit 50% der auf die Probe treffenden Intensitat vorgegeben 

4*3 ist. 

Im Ausfuhrungsbeispiel handelt es sich um die Strahlung 
eines Einlinien lasers mit einer Bandbreire, die einem Teilbe- 
reich A^, entspricht, so daB hier lediglich ein Tcilbereich Ak 
mit dem Binarwert "1" zu bewerten ist. 

45 In Fig. 2 ist fiir den sol ben Wellcnlangenbereich X\ bis X 2 
eine Bevyertung der Excitaiions- urid Emissionswellenlan- 
gen eines ausgewahlten, nichl naher bezeichnelen Fluores- 
zenzfarbstofles dafgestellt* - 

Hier ist eben falls jedem r ibil bereich A^. ein Binarwert "0" 

50 oder "1" zugeordnct. Die Teilbereiche AX, in denen die 
Strahlungsintensilal, die erforderlich ist, um den Farhstoff 
zur Pluoreszenz an/uregen, unter dem Schwellwert y liegt, 
wird dabei stets mit dem Binarwert "0" definiert, wiihrend 
jeder Tcilbereich AX, bei dem die zur Anregung des Farb- 

55 stoffes crforderliche Strahlungsintensilal iiber dem Schwell- 
wert y liegt, mil einem Binarwen "1" bewertet wird.. Die 
Anzahl der nebeneinander Iiegenden Binarwcrtc "1" ist da- 
bei ein MaB fiir die Bandbreitc, innerhalb derer, die vorgege- 
bene Strahlungsintensilal vorausgesctzL eine Anregung des 

60 FluoreszenzfarbstotTes moglich ist. 

Analog hierzu isi eben falls in Fig. 2 die Eniissionsband- 
breile dessclben Fluoreszenzfarbsiolfcs bewertet worden. 
Wie bei der Anregungsslrahlung isl auch hier die Anzahl der 
nebeneinanderliegenden Binarwerie "1", die der Emissions- 

65 strahlung zugeordnct sind, ein MaB fiir die Bandbreitc der 
Emissionsstrahlung. 

In gleicher Weise ist in Fig, 3 das Transmissionsspckirunt 
eines Fillers, eben falls wieder fiir denselbcn Wei I en liin uen- 
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bereich X\ bis X 2 , dargestellt. flier sind die Teilbereiche AX. 
mil einem Binarwert. V 1" definiert, bei denen die Strahlung 
rait einer Inlensitat den . Filter passiert, die .uber deni 
Schwellwerl y liegt. Die Anzahl der nebeneinander liegen- 
den Binarwerte "1" ist. ein MaB fur die Filterbandbreite. 

In jedenvdieserDiagramme nach den Fig, 1 bis Fig.. 3 enl- 
spricht der Ort des erstcn Binarwert.es der Wellenlange 
X)=300nm, der Ort des letzten Binarwert.es der Wellenlange 
X2=700nm. Da alle Binarwertkeuen die gleiche Anzahl Teil- 
bereiche AX haben, sind auch die Orte aller dazwischen lie- 
.. genden Binarwerte definiert, woraus sich die Vergleichbar- 
keit der Daten fur das Lasers pektrum, fur die Excitations- 
und Eniissionswellenlange eines Fluoreszenzfarbsioffes so- 
wie fur die Filtertransmissionsspektren ergibt. 

Ein BeispieLfiir einen solchen Vergleich und die erfin- 
dungsgemaBe rechnerische Verkniipfung der fur die einzel- 
nen Wellenlangen bzw. Einstellkonfigurationen gespeicher- 
tcn Daten ist in Fig. 4 dargestellt. 

In Fig. 4 sind das Diagramm nach Fig. 1 und das Dia- 
gramm mil der Excitationswellenlange aus Fig. 2 uberein- 
ander gelegt. Unterhalb des Diagramms sind die zugehori- 
gen Binarwertkeuen aus Fig. 1 und Fig. 2 dargestellt und 
; miteinander durch eine "AND'-Funktion vcrknupft. Das Er- 

gebnis der Verknupfung ist ebenfalis cine Binarwerlkette, 
die jedoch nur an deii Positioner! fur Teilbereiche AX einen 
. Binarwert "1" aufweist, fur die sowohl in der Binarwcrt.kci.te 
,nach Fig. 1 als auch in der Binarwerlkette nach Fig; 2 ein 
Binarwert "1" definiert ist. 

Dai nit ist dem Ergebnis zu entnehmen, daB mil der ausge- 
wahlten Spektraleigenschaft der Ease rstrah lung cine Anre- 
. ' gung des vorgegebenen Fluoreszenzfarbsioffes bei ausrei- 
chender Strahlungsintensitat erfolgen kann, Diese Konligu- 
ration wird zur Vbrgabe vorgeseheii, woniit etne weseiitliehe 
Voraussetzung fur eine erfolgrciche Mikroskopie der Probe 
erfulll ist. , 

Alle Einstellkonfigurationen im Hinblick auf Lascrspek- 
trcn, die im Ergebnis der Verknupfung ihrer Binarwerlkette, 
mit der Binarwerlkette eines Fluoreszenzfarbsiofi'es eine 
Kette ergeben, in der kein Binarwert " 1 " enthalten ist, sind 
fur die Konfiguration des Mikroskopes nicht geeignet. 

Fig. 5 zeigt die analoge Verfahrensweise bei der Erniitt- 
lung einer Einstellkonfiguration fur ein Filler- Transmissi- 1 
onsspeklrum, das auf die Eniissionswellenlange eines Eluo- 
^ reszenzfarbstoffes nach Fig. 2 abgestimml ist. Es ist zu er- 

kennen, daB die Verknupfung der BinLirdaleri fur das Emissi- 
onsspektrum eines ausgewahllen Farbstoffcs mil den Biniir- 
daten eines Filters A zu in Ergebnis fuhri, daB Filler A nicht 
geeignet ist, da in der als Ergebnis der Verknupfung darge- r 
stellien Binarwert kette kein Binarwert "1" auf trill und son lit 
die Emissions strahlung -den Filler nicht passieren kann. An- 
ders dagegen bei der Verkniipfung der Binarrimen des nus- 
gcwahlten Farbstoffcs mil den Daten fur den Filter B; Die 
nebeneinanderliegenden Binarwerte 'T' in der Ergebnis- 
kette.cier Verknupfung weisen aus, daB diese Konfiguraiion 
geeignet ist. 

In Fig. 6 ist beispielhaft ein konfokales Lasermikroskop 
zur Ausiibung des erfindungsgcmaBen Vcrfahrens darge- 
stellt. Darin ist ein Lasennodul 1 vorgeschen. das mil den 
Lasem 2, 3 und 4 zur Erzeugung von Laserlicht der Wellen- 
langen 633 nm, 543 nin und 488 nm fur den sichtbaren Be- 
reich ausgestattet ist. Die von den Lasern 2, 3 und 4 ausgc- 
hende Strahlung wird uber mehrere Strahlvcreiniger 5, ein 
AOTF 6 und cine Faser 7 in eine Scan-Eihrichtung 8 einge- 
koppelt, die mil einer in den Koordinaten x und y strahlab- 
lenkenden Einheit 9 ausgcstallcl ist. 

In einem zweiten Easerntodul 10 ist ein UV-Easer vorge- 
sehen. riessen Licht iibcr ein AOTF 11 und eine Lichtlcitfa- 
ser 12 in die Scan-Einrichtung X eingekoppelt wird. 
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In beiden Strahlengangen sind. den Lichtleitfasern 7 und 
' 12 Kollimationsopiiken 13 nachgeordnet, deren Abstande 
zuni jeweiEgen Faserende veranderbar sind und die zu die- 
sem Zwe'ck mit einer ansteuerbaren Slelleinrichtung (zei.ch- 

5 nerisch nicht dargestellf) gekoppelt sind. 

Won der strahlablenkenden Einrichtung 9 wird die Laser- 
, strahlung durch ein Scan-bbjektiv 14 in den Strahlengang 
. des vereinfacht dargesteilten Mikroskops 15 eingekoppelt 
und hier auf eine Probe 16 gerichtet, die einen fluoreszieren- 

10 den Farbsloff ernhalt. oder auf die ein solcher Farbstoff auf- 
gebracht worden ist. Auf dem Weg zur Probe passiert die 
Laserstrahlung eine Tubuslinse 17, einen Strahlteiler 18 und 
das Mikroskopobjektiv 19. 

Das von dem jeweils beaufschlagten Ort der Probe reflek- 

15 tierte und/oder emittierte Licht gelangt durch das Mikro- 
skopobjektiv 19 zuriick zur strahlablenkenden Einrichtung 
9, passiert danach einen Strahlteiler 20 und wird mit Hilfe 
der Abbildungsoptik 21 nach Aufzwcigung in nichrcrc Dc- ■ 
tektionskanaie 22 auf Photomultiplier 23 gerichtet, von de- 

20 nen je weils einer eineni der Detektionskanale 22 zugeordnet 
ist. Zum Zweck der Aufzweigung in die einzelnen Detekti- 
onskanale 22 wird das Licht beispielhaft von einem Uni- 
lenkprisnia 24 auf dichroiusche Strahlteiler 25 gerichtet. In 
jedem Detcktionskanal 22 sind sowohl in Richtung als auch 

25 ijcnkrechl zur Strahlungsrichtung versiellbare und in ihren 
Durchmessern veranderbare Pinholes 26 sowie Emissions- 
filter 27 vorgesehen. ■ . . 

Die Ausgange der Photoiriultiplier 23 fuhren zu den Si- 
gn aleingangen einer Auswerteschaltung 28, die ihrerseils 

30 mit einer Ansteuereinrichtung 29 verbunden ist. Die Aus- 
gange der Ansteuereinrichtung 29 sind mit den Signalein- 
gangen der Easemiodule 1 und 10 sowie .mil Signaleingan- 
gen der. Stelleinrichtungen zur Beeinfiussung der Position 
von optischen Elementen bzw. Baugruppen, wie beispieJs- 

vs vveise der Position der Kollimationsoptiken 13, der Pinholes 
26 u. a. verbunden (im Detail nicht dargestellt). 

Beispielhaft ist die in die Scan-Einrichtung B eingekop- 
pelte Laserstrahlung durch einen Strahlteiler 30 verzweigt, 
wobei einer der Zweige auf einen optoelektronischen Emp- 

4i. j ianger 31 gerichtet ist, dem mehrere auf Filterradern ange- 
ordnete und durch Drehung der Filterrader gegencinander.. 
austauschbare Li ni en filter 32 und e ben so gegeneinander 
austauschbare Neutral filter 33 vorgeordnel sind. Der Aus- 
gang des Empfangers 31 liegt ebenfalis an einem Signalein- 

.45 gang der Auswerteschaltung 28. Die Fiherrader, auf denen 
die Linicnfilter 32 und "die. Neutral filter 33 angeordnet.sind, 
sind mil Stelleinrichtungen gekoppelt, deren Steuereingange 
mil Signalausgangen der Ansteuereinrichtung 29 verbunden 
sind (zeich nerisch nicht dargestellt). 

50 Die Auswerteschaltung ist auBcrdem mil. einem Daten- 
speicher 34 verbunden, in welchem die Dalensatze Dl bis 
D4 von Excitaiions- und Emissionswellenlangcn vcrschie- 
dener Fluoreszenzfarbstotfe, von Laserspektren und von 
cinstellbaren Transmissionsspcktren in jeweils einem ge- 

55 sonderten Datensatz abrufbar gespeichert sind. 

In der Auswerteschaltung 28 ist eine Rechenschaltung zu 
der wciter oben bereits dargesteilten erfindungsgcmaBen 
Verknupfung der Daten des ersten Datensatzes Dl mil dem 
zweiten Datensatz D2 und der Daten des drit.ten Datensatzes 

60 D3 mit dem viertcn Datensatz D4 vorgesehen. Das jeweilige 
Rechcncrgebnis wird in der ebenfalis bereits beschriebenen 
Weise in Form von Stellbefehlen. uber die Ansteuereinrich- 
tung 29 an die beiden AOTF 6 und 11 sowie an die Stellein- 
richtungen, mil denen die Emissionshlter 27 und beispiel- 

65 hafi auch die in Lage und Durchmesscr veriinderbaren Pin- 
holes 26 verbunden sind. 
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Bezugszeichcnliste 

I Lasennodul 
2-4 "Laser 

5 Strahlvereiniger 

6 AOTF 

7 Licht lei t faser 

8 Scan-Einrichtung 

9 strahlablenkende Einrichtung 

10 Lasermodul 

II AOTF 

12 Fas em 

13 Kollimationsoptik 

15 Mikroskop 

16 Probe 

17 Tubuslinse - ■ • * 
18, 20 Strahlteiler 

19 Mikroskopobjektiv 

21 Abbildungsoptik 

22 Detektionskanale 

23 Photo-Multiplier (PMT) 

24 Umlenkprisma 

25 dichroitische Strahlteiler 

26 Pinholes 

27 Emissionsfilter 

28 Auswerteeinheit 

29 Ansteuereinrichtung 

30 Strahlteiler 

31 optoelektronischer Empfanger 

32 Linienfilter 

33 Neutraifilter 

34 Datenspeicher 



Patentanspruche 35 

1 . Verfahren zur Kon figuration eines konfpkalen La- 
sermikroskops vor oder wahrend der Untersuchung ei- 
ncr Probe, die mindestens einen Fluoreszenzfarbstoff 

en t halt oder auf die mindestens ein Fluoreszenzfarb- 40 
stotf aufgebracht ist, wobei ein Laserspektrum ausge- 
wahlt und auf die Probe 'gerichtet. wird, das der Excita- 
tionswellenlange des jeweiligen Fluoreszenzfarbslof- 
fes enlspricht und optische Filter zuni Einschwenken in 
den Mikroskopstrahlengang ausgewahll werden, deren 45 
Transmissionsspektren der Emissionswellenlange des 
Fluoreszenzfarbstoffes entsprechen, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Excimtionswellenlangen und die 
Emissionswellenlangen verschiedener Fluoreszenz- 
farbstoffe, die einstellbaren Laserspektren und die ein- 50 
stellbaren Filter-Transmissionsspektren in getrennten 
Dalensatzen erfaBt unci in einem Datenspeicher abge- 
legl werden und aus eincr rechnerischen Verknupfun- 
gen der Datcnsai zc Vorgaben fur die Kon figuration des 
Mikroskopes ermittelt werden. 55 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Excitalionswellenlangen von Fluoreszenz- 
farbstoffen in eineni crslen "Dalensatz (Dl), die einstell- 
baren Laserspektren in eineni zweilen Datensalz (D2), 
die Emissionswellenlangen der Fluorcszenzfarbstoffe 60 
in einen i drillen Dalensatz (D3) und die einstellbaren 
Filter-Transmissionsspektren in eineni vierten Dalen- 
satz (D4) erfaBt und gespci chert werden, 

- daB durch rechnerische Verkniipfung des crsien 
und des zweilen Datcnsalzcs (D2) mindestens 65 
eine Einsicllkonfiguration fur das Spckirunt der 
Laserstrahlung ermineli wird, die der Excitalions- 
wellenlange eines vorgegeben en Fluoreszenzfarb- 



stoffes enlspricht und 

- daB durch rechnerische Verkniipfung des drit- 
ten und des vierten Datensatzes, (D4) mindestens 
eine. Kin Kiel Ikon figuration fur das Filter- Transmis- 
sion sspektrum ermittelt. wird, die der' Emissions- 
wellenlange des* vorgegebenen Fluoreszenzfarb- 
stoffes enlspricht. . ' 
3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Daten aller Daten satze jeweils als 
Kette von Binarwerteri' erfaBt. werden und jeder Binar- 
wert eirier Kette einem bestinimten Abschnitt AX eines 
Wellenlangenbereiches Xi bis X 2 zugeordnet wird, wo- 
bei ein Binarwert "0" stets einem Abschnitt A^, zuge- 



tensitat unter einem SchweUwert y liegt und ein Binar- 
wert "1" stets einem Abschnitt zugeordnet wird, bei 
dem diese Strahlungsintensital uber dem SchweUwert y 
liegt. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Strahlungsintensital der auf die Probe tref- 
fenden Lasers trahlung zugrunde gelegt und der 
SchweUwert y bei 50% diesef Strahlungsintensitat vor- 
gegeben wird. 

5. Verfahren nach eineni der vorgenannten Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, daB der Wellenlangenbereich 
Xi=300nni bis X?=700nm betragt und jeder Binarwert 
einem A^=0,lrim entspricht. 

6. Verfahren. nach eineni der vorgenannten Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, daB zur Auswahl eines Laser- 
spektrums 

- die Binarwertkette aus dem ersten Daten satz 
(Dl), die der Excitationswellenlange eines vorge- 
gebenen Fluoreszenzfarbstoff entspricht, nachein- 
ander mil alien Binarwertketten des zweilen Da- 
tensatzes (D2) durch eine "AND"-Funktion ver- 
knupft wird, 

- da(3 aus den dabei entstehenden Binarwertket- 
ten die Binarwertketten ermittelt werden, in denen 
mindestens einmal ein Binarwert "1" auftritt, 

- daB da von die Binarwertkette bestinimt und als 
Ergebnis registriert wird, in der die meisten ne- 
beneinanderliegenden Binarwerte "1" auftreten 
und 

- daB das Laserspektrum zur Kon figuration des 
Mikroskops vorgegeben wird, dessen Binarwert- 
kette zu dem registrierten Ergebnis geluhrt hat. 

7. Verfahren nach einem der vorgenannten Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, daB zur Auswahl eines Filter- 
Transmissionsspeklrums 

- die Binarwertkette aus dem dritten Dalensatz 
(D3), die der Emissionswellenlange eines vorge- 
gebenen Fluoreszenzfarbstoff entspricht, nachein- 
ander mil alien Binarwertketten des vierten Da- 
lensatzes (D4) durch eine n AND M -Funktion ver- 
knupft wird, 

- daB aus den dabei entstehenden Binarwertket- 
ten die Binarwertketten ermittelt werden, bei de- 
nen mindestens ein Binarwert "1" auftritt, 

- daB davon die Binarwertkette bestinimi und als 
Ergebnis registriert. wird, bei der die meisten ne- 
beneinanderliegenden Binarwerte "1" auftreten 
und 

- daB das Filtenransinission sspektrum zur Konfi- 
guration des Mikroskops vorgegeben wird, dessen 
Binarwertkette zu dem regislricrtcn Ergebnis ge- 
fuhn hat. 

8; Konfokales Lascniiikroskop mit einem Lasennodul 
(1) zur Erzeugung eincr laserstrahlung, die auf eine 
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Probe (16) mil mindesicns einein Fluoreszenzfarbstoff 
gerichtet und deren Spekirum verandcrbar ist. und init 
Fillern unterschiedlicher Transmissionsspektren, die 
wahlweise in den Sr.rahlengang des von der Probe (16) 
refleklierien und/odcr eniiu.iert.en Lichi.es einschwenk- 5 
bar sind, dadurch gekennzcichnet, daB das Lascrniodul 
(1) und die Filler mil. ansieuerbaren Slelleinrichiungen 
verbunden sind, daB ein Datenspeicher (34) fur Daten- 
satze (Dl, D2, D3, D4) von Hxcii.at.ions- und Emissi- 
on swellenlangen verse hi cdencr Fluorcszenzfarbsloffe, 10 
von Laserspektren unci von einst.ellbaren Transmissi- 
onsspektrcn vorgesehen isl unddaG cine Rechenschal- 
tung zur Verknupfung der Datensatze vorhanden ist, 
deren Ausgang Liber einc Ansieuereinrichtung (29) mil 
den Slelleinrichiungen verbunden ist. 15 

9. Konfokales Lasennikroskop nach Anspruch 8, da- 
durch gekennzcichnet, daB in der Rechenschaltung 
cine Verknupfung der Daiensatze der H xzi tat ions wcl- 
lenlangen mil den Datensaizen der einslellbaren Lascr- 
spektren und eine Verknupfung der Datensatze der 20 
Emissionswcllenlangen niit den Datensatzen der ein- 
slellbaren Transmissionsspektren, jeweils nach einer 
M AKD"-Funktion, vorgesehen sind, 

1 0. Konfokales Lasennikroskop nach Anspruch 8 odcr 

9, dadurch gekennzcichnet., daB im Lascnnodul (1) 25 
niehrere Hin- odcr Mehrlinien laser (2, 3, 4) vorgesehen 
sind, denen ein abstimni barer optischer Filter (6, 11) 
und/odcr ein ansteuerbarcr optischer Modulator zur 
Hinst.c-llung verschiedener Laserspektren nachgeschal- 
let sind. :w 

11. Konfokales Lasennikroskop nach einein der An- 
sprtichc 8 bis 10, dadurch gekennzcichnet, daB niehrere 
auf Filicrradcm aiigeordnete und i lurch Drehung der 
Fillerriider gegeneinandcr austauschbare Li nien filter 
und/odcr niehrere auf Teilcrradcrn angeordneic und 35 
durch Drehung der Teilerrader gegeneinandcr aus- 
tauschbare Speklralieiler vorgesehen sind, wobei die 
Filterrader und die Teilerrader jeweils mil eleklro-ine- 
ehanisch ansieuerbaren Slelleinrichiungen gekoppclt 
sind. 4u 
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